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Uvod

Uzivani dopliikd vyzivy je souddsti bézné dietetické praxe
vrcholovych sportoveil. Rada preparati, uplatujicich se do-
neddvna vyhradné v silovych disciplinach, nas$la s rostoucimi
naroky na vykonnost cestu do vétsiny ostatnich sportii. Tyto
prepardty bézné obsahuji slozky vyslovené medicindlniho
charakteru. Pfikladem miuize byt pravé efedrin a pseudoefe-
drin, které se do pfislusnych produktt dostdvaji nejcastéjijako
soucdst extraktl z rostlinného materidlu (napt. Ephedra sinica
Mahuang). Ob¢ latky stimuluji centrdlni nervovy systém
a zlepsuji ventilaci plic. Jejich podéni pied sportovnim vyko-
nem pozitivné ovliviiuje okamzitou vykonnost a zpozduje
projevy kyslikového dluhu, a tim i svalové tUinavy, pii inten-
zivni fyzické zatézi. Pro své vyrazné stimula¢ni uCinky se oba
alkaloidy dostaly na seznam zakdzanych dopingovych latek'.

Vét§ina renomovanych vyrobcli potravinovych dopliki
pro sportovce na obsah zakdzanych latek vyslovné upozornuje
a hodnoty jejich obsahu uvadi, v nékterych piipadech se vSak
pifitomnost téchto latek skryvd v obecném nédzvu rostlinného
extraktu, Vysledkem uZzivani takovychto prepratd pak mohou
byt obtizné vysvétlitelné dopingové aféry. Jedinou skuteéné
systémovou moznosti feseni tohoto v souasnosti aktudlniho
problému je dasledna analytickd kontrola veskerych pouzi-
vanych prepardtl na p¥itomnost zakdzanych latek.

Vyvoji analytickych metod zaméfrenych na stanoveni alka-
loidd efedrinového typu byla vénovdna znafnd pozornost.
V rdmci separatnich metod se uplatnila kapalinovd chromato-
grufiez'3, ktera byla validovdna a v soucasnosti je doporu¢ovdna
pro kontrolu obsahu alkaloidt efedrinového typu v potravino-
vych doplricich. Kapildrni elektroforéza ma veskeré pfedpo-
klady pro uplatnéni v této oblasti. Byly vyvinuty a v literatuie
popsany postupy pro separaci enantiomert efedrinu s vyuZzitim
micelarnich systémi a fazi cyklodextrinového typu“.

Piedmétem tohoto sdéleni je optimalizace separace efe-
drinu a pseudoefedrinu metodou kapilarni elektroforézy se
zaméfenim na hodnoceni jejich obsahu v potravinovych do-
pliicich pro sportovce. Vypracovana metodika je vyuzita pro
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stanoveni obsahu téchto alkaloiddi v devatenacti vybranych,
komeréné dostupnych preparatech.

Pokusna ¢ast

Pouzité pristroje a chemikalie
a podminky méfeni

Meéfeni byla provedena na pfistroji Crystal CE system fy
ATI Unicam (Velkd Britdnie) vybaveného UV detektorem
Unicam 4225.

Chemikéle pouzité pro piipravu roztokti nosnych elektro-
Iytd byly nejvyssi dostupné Cistoty (Sigma-Aldrich, Stein-
heim). SloZeni roztokdl a experimentdlni podminky mé&ieni
jsou uvedeny v tabulce I. Analyzované standardy a redlné
vzorky dopliikli vyZivy pro sportovce jsou specifikovdny v ta-
bulce II.

Zasobni roztoky standardti chloridu efedrinia a pseudoefe-
drinia byly pfipraveny rozpusténim prislusné substance v de-
ionizované vod€ (18,5 M cm) na vyslednou koncentraci
0,5 mgml'l. Kalibraéni roztoky o koncentracich 0,05; 0,1;
0,25 a0,33 mg.mT1 byly pfipraveny nafedenim zasobnich roz-

Tabulka I
Podminky méfeni a pouzité nosné elektrolyty

Parametr Poznédmka

Kapildra kfemenna s polyimidovym potahem a ne-
upravenym vnitinim povrchem 75 pm x
61 cm (41 cm do detektoru) (Composite
Metal Services Ltd., UK)

Teplota termostatu 30 °C

Déavkovani tlakové 20 mbar/6s

Separa¢ni napéti 25 kV

Proud 12-25 WA v zévislosti na pouZitém nos-
ném elektrolytu

Detekce UV X =200 nm

Nosné elektrolyty 1. 30 mM glycin + 25 mM kyselina ma-
lonova pH 2.9; heptakis-(2,6-di-O-
-methyl)-p-cyklodextrin(diMe-(3-CD)
0-10 mmol.1"

2. 30 mM |3-alanin + kyselina asparagova

pH 3,6; diMe-P-CD 0-10 mmol.l"!

30 mM kyselina 6-aminokapronova +

30 mM kyselina adipovéa pH 4,2; diMe-

-B-CD 0-10 mmol.1"

4.20 mMhexamethylentetramin + 20 mM
kyselina pivalovda pH 5,0; diMe-f3-
-CD 0-10 mmol.1"*

. 30 mM histidin + 30 mM kyselina mor-
folinoethansulfonovd pH 6; diMe-p-
-CD 0-10 mmol.I"!

3.
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Tabulka I1
Analyzované standardy a redlné vzorky

Nazev Vyrobce

Efedrin baze (99 %)

Chlorid efedrinia (99 %)
Pseudoefedrin baze (98 %)
Chlorid pseudoefedrinia (98 %)
Vitahh

Cytomax

Ripped Fuel

Ripped Fuel capsules

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Amerifit (USA)
Champion Nutrition (USA)
Twinlab (USA)
Twinlab (USA)

GH Fuel Twinlab (USA)
Thermodrol Champion Nutrition (USA)
Diet Fuel Twinlab (USA)
Herba Fuel Twinlab (USA)

Metabolol 11

Pro-Score 100

Hydra Fuel

Power Fuel

Metabolol Met-Max
Metabolol-Endurance
Heavy Weight Gainer 900
Mega Monster Mass
Metabolism Booster
Anabolic Muscle Growth
Youthinol

Champion Nutrition (USA)
Champion Nutrition (USA)
Twinlab (USA)

Twinlab (USA)

Champion Nutrition (USA)
Champion Nutrition (USA)
Champion Nutrition (USA)
Champion Nutrition (USA)
Champion Nutrition (USA)
M-L-O Products (USA)
Neways Products (USA)

tokll deionizovanou vodou. Modelovy roztok, pfipraveny mi-
senim 1 ml zdsobnich roztokii, obsahoval jednotlivé kompo-
nenty vzdy v koncentracich 0,25 mg.ml L Rychlost elektroos-
motického toku byla sledovdna s pouzitim 30 mM vodného
roztoku thiomocoviny (p.a. Lachema, Brno). Pro extrakci
vzorkil potravinovych dopliikkli pro sportovce byl pouzit 5 mM
vodny roztok kyseliny chlorovodikové (p.a. Lachema, Brno).

Zpracovdni vysledkt

Pro ode&teni migra¢nich &asi a ploch a 3ifek pikl bylo
pouZito programové vybaveni UNICAM 4880 (ATI Unicam,
Velké Britanie). Pro vyhodnoceni kalibraénich zavislosti a z4-
kladni statistické hodnoceni byl pouzit program Origin v. 4.1
(Microcal Software, USA).

Vysledky a diskuse

Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti efed-
rinu a pseudoefedrinu korigovanych na rychlost elektroosmo-
tického toku (ddle jen efektivni elektroforetickd pohyblivost)
v rozmezi pH 2,9-6,0 v nosnych elektrolytech 1-5 bez pfi-
davku heptakis-(2,6-di-O-methyl)-pB-cyklodextrinu (diMe-[3-
-CD) jsou uvedeny na obr. 1. Ze vzdjemné polohy obou kfivek
je ziejmé, Ze Casteéného rozliseni obou diastereoizomert je
mozno dosdhnout v nosném elektrolytu 2 a 3 v rozmezi pH
3,6—4,2, kde rozliseni R piesahuje hodnotu 0,5. Zlepseni sepa-
race je mozno doséhnout pfidavkem diMe-3-CD do nosného
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Obr. 1. Zavislost efektivni clektroforetické pohyblivosti L
(10" em.V'.s ) efedrinu (®) a pseudoefedrinu (®) na pH
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Obr. 2. Zavislost rozliseni R piki efedrinu a pseudoefedrinu na
koncentraci diMe-[3-CD v nosném elektrolytu; nosny elektrolyt 1,
pH 2,9 (+); nosny elektrolyt 2, pH 3,6 (*); nosny elektrolyt 3, pH 4,2
(A); nosny elektrolyt 4, pH 5,0 (V); nosny elektrolyt 5, pH 6,0 (*)

elektrolytu. Jak vyplyva z tvaru kiivek na obr. 2, optimdlni
separace je dosazeno v elektrolytovém systému 2 s ptidavkem
5 mM diMe-3-CD. Za téchto podminek je mozno dosdhnout
u modelového roztokii tiplné separace obou komponent.

Parametry kalibra¢nich zavislosti chloridu efedrinia a pseu-
doefedrinia v koncentraénim rozmezi 0,05-0,5 mg.m]'I (nosny
elektrolyt pH 3,6; 5 mMdiMe-B-CD) jsou v&etn& vypoltenych
detekénich limitd uvedeny v tabulce III. Z hodnot koeficient
determinace je ziejmé, Ze ziskané kalibra¢ni zavislosti jsou ve
sledovaném koncentra¢nim rozsahu linedrni. Statisticky nevy-
znamné useky na osach potadnic potvrzuji, Ze stanoveni obou
latek neni zatizeno systematickou chybou.

Pro pievedeni efedrinu, pseudoefedrinu a ostatnich ve
vodé rozpustnych slozek redlnych vzorkd doplilkli vyzivy do
roztoku byl zvolen ndsledujici extrakéni postup. Asi 40 mg
homogenizované substance bylo po dobu 5 minut extrahovdno
2 ml 5 mM vodného roztoku HCI v ultrazvukové ldzni. Po
usazeni nerozpustného zbytku byl odebran 1 ml roztoku, pte-
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Tabulka III
Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni chloridu efe-
drinia a pseudoefedrinia

Chlorid Smérnice Usek Koeficient Mez
[mA.U.s. [mA.U.s| determinace detekce
.mg .ml] [%] [mg.ml N
efedrinia 6427,5 0,24 99,90  1,2.107
pseudoefedrinia  6441,8 0,31 99,89  1,6.107
Tabulka IV

Stanovené primérné hodnoty obsahu chloridu efedrinia a pseu-
doefedrinia (3 méfeni) v mg.g" ve vybranych potravinovych
dopliicich

Ptipravek Chlorid
efedrinia pseudoefedrinia

Rippced fuel 7,4 0,6
Ripped fuel capsules 11,9 1,7
GH fuel 3,8 0,8
Thermodrol LS 33
Diet fuel 8,8 14
Herba fuel 3,5 7,8

_—

Obr. 3. Ukéazkové elektroforegramy p¥ipravku (A) Heavy Weight
Gain, bez pFitomnosti efedrinu a pseudoefedrinu a (B) Ripped
Fuel capsules, 1 efedrin, 2 pseudoefedrin; nosny elektrolyt 2 (pH 3,6;
5mMm LliMC‘ﬁ-CD)

filtrovan (filtr Whatman 0,10 um) a pfimo ddvkovan do pii-
stroje. Vytézek extrakéniho postupu (recovery r [%] byl ové-
fen na modelovém experimentu, kdy do substance redlného
vzorku, u niZ nebyla na zédkladé pfedbéznych experimentd
prokézéna pritomnost obou alkaloidii (Heavy Weight Gain),
byl pfidan chlorid efedrinia a pseudoefedrinia v mnoZstvi
15 mg na 1 g vzorku. Pro 6 opakovanych méfeni (zvolena
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hladina vyznamnosti a 0,05) byla pro chlorid efedrinia
vypoétena hodnota r = 9713 % a pro chlorid pseudoefedrinia
r=94+3 %. Ponékud niZsi, stdle viak uspokojivy vytézek byl
zjistén pii obdobném experimentu s pfidavkem béze efedrinu
a pseudoefedrinu (6 opakovanych méfeni, a = 0,05, efedrin
r=92+2 %; pseudoefedrin r = 92+4 %). Z uvedenych vy-
sledkii je ziejmé, Ze navrZeny extrakéni postup zajistuje prak-
ticky uplné pievedeni obou alkaloidii do roztoku jak ve formé
hydrochloridd, tak i volnych bézi.

Ze souboru devatenécti hodnocenych redlnych vzorkd by-
la pritomnost efedrinu a pseudoefedrinu prokdzdna u Sesti
preparatt. Vysledky stanoveni, pfepoctené na obsah chloridu
efedrinia a pseudoefedrinia, jsou uvedeny v tabulce IV. Na
obr. 3 jsou uvedeny ukazkové elektroforegramy piipravku
»Heavy Weight Gain" (A), u néhoz nebyla prokdzéna pfitom-
nost obou alkaloidti, a pfipravku ,,Ripped Fuel Capsules"
s nejvy$sim prokazanym obsahem efedrinu a pseudoefedrinu.

Z uvedenych vysledkl je ziejmé, Ze kapildrni elektro-
foréza je metodou vhodnou pro stanoveni efedrinu a pseudoe-
fedrinu v komplexnich vzorcich potravinovych dopliiki. Do-
sazitelnd mez detekce zaruCuje, 7e oba alkaloidy je mozno
selektivné stanovit v koncentracich hluboko pod piedpokla-
danou fyziologicky vyznamnou koncentraci. Navrzeny postup
analyzy s minimélni pteddpravou vzorku je dostate¢né rychly,
metoda je vhodna pro rychlou laboratorni kontrolu pfipravki
tohoto typu. Nezanedbatelné jsou i minimdlni néklady na
analyzu, zejména ve srovnani s kapalinovou chromatografif.
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I. Jelinek (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of NaturalScience, Charles University, Prague): The Use of
Capillary Zone Electrophoresis for Analysis of Ephedrine
and Pseudoephedrine in Food Supplements

A simple method based on capillary zone electrophoresis
was proposed for the analysis of ephedrine and pseudoephe-
drine in various commercial food supplements. The proposed
method is suitable for a rapid identification and determination
of ephedrine and pseudoephedrine in complex matrix of ana-
lyzed samples. The described extraction into 5 mM aqueous
HC1 proved right for a complete release of ephedrine and
pseudoephedrine from the analyzed substance. An acidic car-
rier electrolyte (pH 3.6) containing 3-alanine, aspartic acid and
heptakis(2,6-di-O-methyl)-f-cyclodextrin) is the method of
choice for complete resolution of both alkaloids.





